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符号说明 
 
Ce       吸附平衡后溶液中金属离子浓度         mg L-1 
Ci       溶液中初始金属离子浓度               mg L-1 
Cin      进料液中金属离子浓度                  mg L-1 
E        金属离子去除率                        
k,n       Freundlich 模型常数 
K        Langmuir 模型常数 
m       菌体质量                              g(干细胞) 
M       菌体质量浓度                          g 细胞干重 L-1     
OD600    菌体浓度吸光度   
qmax      单位干重菌体对金属离子的理论 大吸附量 
Langmuir 模型常数                     mg Cd2+ [g 细胞干重]-1 
q        单位干重菌体对金属离子的吸附量        mg Cd2+ [g 细胞干重]-1 
Q        细菌的富集总量                        mg 
R        相关系数 
t         时间                                  h，min 
v         流量                              L h-1，ml min-1 
V        溶液的末体积                          mL 
V0        溶液的初体积                          mL 
V1        测初始 Cd2+浓度取出的液体体积          mL 
V2        测 OD600 值取出的液体体积              mL 
W        细胞重量                              g 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
                                          I
目 录 
摘要 ................................................................................................................................I 
英文摘要 .................................................................................................................... III 
第一章 文献综述 ......................................................................................................... 1 
1.1 重金属废水主要来源与危害 ...................................................................................................1 
1.2 废水中重金属处理的常规技术比较 .......................................................................................3 
1.3 生物处理方法 ...........................................................................................................................4 
1.3.1 生物处理技术的优点..........................................................................................................4 
1.3.2 生物修复机理......................................................................................................................5 
1.3.3 生物材料及吸附量..............................................................................................................6 
1.3.4 生物吸附的影响因子.........................................................................................................8 
1.4 利用基因工程技术构建高选择性基因工程菌 .....................................................................14 
1.4.1 微生物的金属抗性...........................................................................................................15 
1.4.2 重金属抗性基因...............................................................................................................15 
1.4.3 金属硫蛋白.......................................................................................................................18 
1.4.4 金属硫蛋白与镉抗性基因在构建高选择性基因重组菌中的应用...............................19 
1.5  细胞的固定化技术在废水处理中的研究应用...................................................................20 
1.6 本文的研究意义、目的与内容 .............................................................................................22 
第二章 实验材料与方法 ........................................................................................... 23 
2.1 实验材料与仪器 .....................................................................................................................23 
2.2 实验方法 .................................................................................................................................29 
2.3 分析测量方法 .........................................................................................................................31 
第三章 基因重组菌对 Cd2+的生物富集.................................................................. 34 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
                                          II
3.1 六种细菌的生长曲线比较 ......................................................................................................34 
3.2 Cd2+浓度对细菌生长的影响 ..................................................................................................35 
3.3 细菌富集 Cd2+实验 ................................................................................................................41 
3.3.1 细菌富集速率实验...........................................................................................................41 
3.3.2 细菌平衡富集实验...........................................................................................................42 
3.4 不同因素对基因重组菌 M7、M8 富集 Cd2+的影响 ..........................................................46 
3.4.1 pH 值对基因重组菌 M7、M8 富集 Cd2+的影响 ............................................................46 
3.4.2 钠、镁、钙离子对 M7、M8 富集 Cd2+的影响 .............................................................47 
3.4.3 共存重金属离子对 M7、M8 富集 Cd2+的影响 ..............................................................48 
3.4.4 螯合剂对 M7、M8 富集 Cd2+的影响 ..............................................................................50 
3.5 小结 .........................................................................................................................................52 
第四章 固定化 M8 处理含 Cd2+模拟废水 .............................................................. 53 
4.1 引言 .........................................................................................................................................53 
4.2 实验部分 .................................................................................................................................53 
4.3 结果与讨论 .............................................................................................................................56 
4.3.1 100 g 珍珠岩作为固定化载体时系统的连续化处理情况..............................................56 
4.3.2 200 g 珍珠岩作为固定化载体时系统的连续化处理情况..............................................64 
4.3.3 150 g 珍珠岩作为固定化载体时系统的循环处理情况..................................................71 
4.4 小结 .........................................................................................................................................76 
第五章 结论 ............................................................................................................... 77 
参考文献 ..................................................................................................................... 80 
附录一 原始数据 ....................................................................................................... 84 
附录二 在读期间完成论文....................................................................................... 98 
致   谢 ....................................................................................................................... 99 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
                                          I
摘要 
采用基因工程技术构建高选择性基因重组菌(Genetically Engineered Strains，GES)，在细
胞内同时表达高特异性镉结合转运蛋白和豌豆金属硫蛋白。分别在宿主菌大肠杆菌 
E.coli JM109 中克隆重组质粒 pCLG1(表达 MntA 镉特异结合转运蛋白)、pCLG2(表达 CdtB 镉
特异结合转运蛋白 )带有奇霉素 (Spc)选择性标记；pGPMT(表达豌豆金属硫蛋白 )带有
Ampicillin(氨苄青霉素)选择性标记。基因重组菌经过培养、质粒提取、琼脂糖凝胶电泳的鉴
定，确定重组质粒已经在宿主菌中表达，并且生长正常。 
在液体培养基中不含 Cd2+的情况下，六种菌种的生长状况近似。在 Cd2+浓度不断增加的
情况下，克隆的重组质粒经过诱导剂 IPTG 的诱导，基因重组菌和宿主菌表现出不同的生长
情况。M6 在镉离子浓度为 100 mg L-1 时，在培养基中仍旧可以正常生长，仅是迟滞期略微延
长。生长情况的比较顺序为 M6>M8>M10>M7>JM109>M9。 
六种菌种富集Cd2+的速率都很快，在前10min就完成了95%以上的富集量。 
Langmuir 方程可以较好地拟合菌种的生物富集曲线，其中 M8 表现了较强的镉离子富集
能力，达 63.78 mg g-1 细胞干重。用 Langmuir 方程回归实验点，六种菌种所得方程相关系数
均在 0.99 以上。 
在pH为4～8时，M7、M8的富集量有一个极值，但差别不大。Na+、Mg2+、Ca2+三种金属
离子对M7、M8富集Cd2+有一定的影响。在其它重金属离子共存的情况下，M7、M8的富集能
力均受到不同程度的抑制，对M7共存重金属离子影响顺序为：Cu2+>Pb2+>Zn2+>Mn2+>Ni+；对
M8共存重金属离子影响顺序为：Pb2+≈Zn2+>Cu2+>Mn2+>Ni+。螯合剂EDTA对M7、M8的Cd2+
富集能力产生较大的抑制作用，柠檬酸三钠的抑制作用不如EDTA。 
后，根据实验从中筛选 M8 作为固定化研究的对象，实现其在连续和循环过程中对含
Cd2+重金属废水的处理情况。考察了不同质量的固定化载体和不同 Cd2+进料浓度对固定化反
应的影响。以 100 g 珍珠岩作为固定化载体，在恒流泵流量为 2.10 ml min-1，Cd2+进口浓度约
为 1、2、4、6、8 mg L-1 时，在 24 h 的连续化运行时间内， 后的水相体系出口的 Cd2+的去
除率 E 仅有 30％；增加珍珠岩的质量为 200 g，并不能成比例地提高水相体系出口的 Cd2+的
去除率 E，但在 24 h 的连续化运行周期的后期，水相体系出口的 Cd2+的去除率 E 有上升的趋
势。采用 150 g 珍珠岩作为固定化载体，反应器系统实行循环运行，在蠕动泵流量为 1 L h-1 ，
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Cd2+进口浓度为 1、2、4 mg L-1 时，在体系的运行时间内都可以使水相体系的 Cd2+的去除率 E
达到 95％以上，并且出口的 Cd2+的浓度可以达到国家的水体排放标准：0.003 mg L-1。 
基因重组菌 M8 具有较强的 Cd2+富集能力、较快的 Cd2+富集速率，可以在较大 pH 范围
内进行操作。M8 在固定化条件下，也在循环反应器中表现出较高的 Cd2+去除率，可以达到
国家排放标准。 
关键词：基因重组菌；生物富集；重金属镉 
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Abstract 
In this study, Genetic engineering technology was employed to enhance the capacity 
of metals uptake of microorganisms. The host strain was E.coli JM109. Five 
genetically engineered strains, namely M6, M7, M8, M9 and M10, were constructed 
to express/coexpress MT, MntA/MT, CdtB/MT, MntA, and CdtB, respectively. 
Bioaccumulation capacity of E.coli JM109 and Gene Engineering Strains ( M6、M7、
M8、M9、M10) was tested. It was shown that the bioaccumulation involved two 
phases. The first phase was very quick and took place in the initial ten minutes, in 
which most Cd2+ ion was adsorbed by the biomass. The other was a very slow process 
and the bioaccumulation uptake capacity increased very slowly. 
 
Equilibrium isotherm of cadmium ion uptake by these six strains was analyzed by 
Langmuir and Freundlich adsorption model. The experimental bioaccumulation data 
of six strains for cadmium ion uptake were in good agreement with those calculated 
by the Langmuir model. Gene Engineering Strain M8 displayed a larger 
bioaccumulation capacity. The saturation uptake capacity was 63.78 mg/g dry cell.  
 
Two Gene Engineering Strains, M7 and M8, were chosen to study the effects of 
environmental factors on the bioaccumulation. The effect of pH was investigated and 
the maximum cadmium bioaccumulation was obtained between pH 5.0 and 6.0. The 
presence of Na+ Mg2+and Ca2+ affected Cd2+ bioaccumulation. The effects of different 
kinds of coexisting ions (Cu2+, Pb2+, Zn2+, Ni+, Mn2+) and complexing agents (EDTA 
and citric acid) on cadmium bioaccumulation were evaluated. At the same co-existing 
metal ions concentration, the inhibition order of Cd2+ bioaccumulation by M7 was 
Cu2+> Pb2+> Zn2+> Mn2+> Ni+; for M8 it was Pb2+≈Zn2+> Cu2+> Mn2+> Ni+. The 
presence of EDTA inhibited Cd2+ bioaccumulation of both M7 and M8 more than 
citric acid.  
 
Compared with other strains, M8 exhibited a clear advantage in cadmium ion removal. 
Then we used M8 to remove cadmium from synthetic wastewater in continuous flow 
tests and batch tests. 
 
Continuous flow tests were performed in a designed a bioreactor. Initial cadmium ion 
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concentration in feed and the immobilization carrier were tested for their influences 
on the efficiency of the continuous process. During the experimental time, a high 
removal rate was achieved at first, but then the residual cadmium concentration 
increased. The average accumulation was 30% in the experimental conditions when 
immobilization carrier was 100 g. The increase of imobilization carrier could not 
increase the average accumulation in scales. Then we used batch tests in the 
experiments. The M8 removed cadmium by 95% in batch tests in the experimental 
conditions.  
 
 
Keyword：Genetically Engineered Strains; bioaccumulation; cadmium 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 文献综述 
                                             1 
第一章 文献综述 
1.1 重金属废水主要来源与危害 
现代工业技术的不断发展，给生活带来便利，但现代工业排放的废弃物，不
可避免地造成了环境污染，使得全球生态危机加剧。 
我国过去几十年的经济发展中，由于忽视了发展中的环境保护，目前环境状
况十分严峻，仅从水体污染一项来看，全国每年污水排放达 360 亿吨，仅有 10
％的生活污水和 70％的工业废水得到处理，而其中约有一半的工业污水处理设
施的出水达不到国家排放标准[1]。其它未经处理的废水直接排入江河湖海，使我
国水环境受到严重污染和破坏。在一系列的工业污染物中，金属，特别是重金属
污染已成为对环境的一个重大威胁。重金属废水主要来源于采矿、选矿、冶炼、
电镀、化工、制革、造纸等工业，其中主要含有汞、镉、铬、镍、铜、铅等重金
属。 
从生理学角度，痕量金属可分为：I、人类生命活动必需的，但又有一定浓
度限制的微量金属元素，如：Fe、Mn、Zn、Cu、Co、Ni、Mo 等；II、有毒的
痕量金属，如：Hg、Cd、Ag、Pb、Sn、Cr 等[2,3]。重金属污染指的是这两类金
属对环境的污染。 
重金属进入环境后会产生巨大的危害，其原因在于： 
1)、重金属进入环境后，不能像有机污染物那样被降解，只能以各种形式
互相转换； 
2)、重金属的离子形式或络合态具有的毒性 强。例如：镉元素在环境中
可分为二大类：一是水溶性镉,包括离子态的 CdCl2、Cd(NO3)2 等和络合态的
CdCl3+等；二是难溶性镉，包括 CdS、Cd(OH)2 及螯合物。镉的离子态及络合
物易迁移，易被作物吸收，对生物的危害较难溶性镉更大[4]； 
3)、重金属易在生物体内富集，并通过食物链一层层向上传递； 
4)、重金属能与蛋白质或某些酶结合，破坏正常的生理新陈代谢，并 终危
害人体健康[3,5,6]。 
据我国农业部进行的全国污灌区调查，在约140万公顷的污水灌区中，遭受
重金属污染的土地面积占污水灌区面积的64.8%，其中轻度污染的46.7%，中度
污染的占9.7%，严重污染的占8.4%[7]。2005年12月上旬湖南省湘江发生严重的镉
污染事件，来自冶炼厂和小型冶炼回收企业的废水直排湘江，湘潭供水源重金属
镉含量超标，导致当地环境承受能力达到极限。 
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目前，汞、镉、铅被认为是对人和环境危害 大的三种重金属。1989 年全
国的重金属排放量为：汞 350 吨、镉 180 吨、铅 1100 吨[8]。汞与蛋白质的巯基
极易结合，而这种结合又不易分离；它在人体中蓄积于肾、肝、脑中，主要毒害
神经，破坏蛋白质、核酸，导致手足麻痹、神经紊乱。有机汞化合物的毒性比无
机汞化合物的毒性大[4]。日本的水俣病就是由于无机汞转化为有机汞，经食物链
进入人体而引起的。铅会影响神经系统、骨骼、血液，可造成贫血、神经炎、肾
炎，还能与多种酶结合干扰有机体多方面的生理活动，导致对全身器官的危害；
各种铅化合物的毒性不同，PbCO3 的毒性较弱，而 PbO，特别是 Pb3(AsO4)2 的毒
性比较大。地壳中镉的含量是 5 mg kg-1，土壤中为 0.5 mg kg-1，水体中为 0.01～
10 mg L-1[4]。镉是人体新陈代谢中不必需的金属元素，其蓄积性很强，在人体中
可存留3～9年，动物吸收的镉难以排出体外。饮用水中镉的浓度若超过0.1 mg L-1
就会产生蓄积作用，引起贫血、新陈代谢不良、肝病变甚至死亡。镉元素在肾脏
内蓄积，引起病变，会导致钙的吸收失调，进而引起骨病变，发生骨软和骨折。
镉对农业 大的威胁是产生“镉米”、“镉菜”。被污染的水、食物、空气通过消化
道与呼吸道摄入体内，大量积蓄造成镉中毒。 
因而，各国对水质中的重金属含量均规定了一定的限度。表 1-1 对中国、
WHO 和美国饮用水的部分重金属含量标准进行了比较。 
 
表 1-1 中国、WHO 和美国饮用水标准比较 
项目 
(按中国“规范”排列)  
中国“规范” 
/ mg L-1 
WHO“准则” 
(1993、1998) / 
mg L-1 
美国“标准” 
(2001) / mg L-1 
铝 0.2  0.2  0.05—0.2  
铁 0.3 0.3  0.3  
锰 0.1  0.1  0.05 
铜 1.0  1.0  1.0 (感官),1.3 (采取措施) 
锌 1.0  3.0  5.0  
砷 0.05  0.01  0.05  
镉 0.005  0.003  0.005  
铬(六价) 0.05  0.05  0.1  
铅 0.01  0.01  0.015  
汞 0.001  0.001  0.002  
锑 0.005  0.005 0.006 
钡 0.7  0.7 2  
铍 0.002  — 0.004  
钼 0.07  0.07  — 
镍 0.02  0.02 — 
银 0.05  — 0.1  
铊 0.0001  — 0.002  
铀 — 0.002  0.003 
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1.2 废水中重金属处理的常规技术比较 
近年来人们开发了一系列的应用技术，如：中和絮凝沉淀、离子交换、硫化
物沉淀、铁氧体法、活性炭吸附等[9]。表 1-2 列出了几种常规水处理方法的优缺
点[10,11]。表 1-3 列出了几种常规水处理方法的特性[8]。 
 
表 1-2  几种常规水处理方法的优缺点 
Tab. 1-2 Conventional metal removal technologies from wastewater 
方法 缺点 优点 
化学沉淀 a、 离子浓度要求较高，分离困难 
b、 产生的淤泥只能抛弃，造成二次污染
c、 效率低 
简单 
相对便宜 
电化学处理 a、 离子浓度要求高 
b、 对一些条件敏感 
c、 费用昂贵 
金属可回收 
膜处理（如反渗透） a、 压力要求高 
b、 规模小，膜孔易堵塞 
c、 费用昂贵 
透过液纯净 
可循环利用 
离子交换 a、 对一些干扰组分敏感 
b、 树脂昂贵 
效率高，透过液纯净
金属可回收 
吸附 a、对特定金属吸附效率低 采用常规吸附剂 
化学氧化还原 a、 有一定的化学要求，不能普遍适用 
b、 反应体系速度慢 
c、 对气候敏感 
主要用于矿石加工 
蒸发 a、 能耗大 
b、 昂贵 
c、 产生淤泥造成二次污染 
产生纯流体 
可循环利用 
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表 1-3 重金属去除及回收技术特性 
Tab. 1-3 Performance characteristics of heavy-metal-removal and 
–recovery technologies 
表现特性 方法 
pH 值变化 金属选择性 固体悬浮物 有机物 处理浓度
mg L-1 
吸附 有一定影响 中等 影响严重 毒物 ＜10 
电化学 无影响 中等 可设计成无影响 可适应 ＞10 
离子交换 有一定影响 螯合树脂具有选择性 影响严重 毒物 ＜100 
膜处理 有一定影响 中等 影响严重 有影响 ＞10 
化学沉淀 无影响 无选择性 无影响 无影响 ＞10 
硫化物沉淀 有一定影响 依赖 pH 值变化 
有一点影响 
无影响 无影响 ＞10 
萃取 一些体系 
有影响 
利用不同萃取剂可 
产生一定选择性 
影响严重 有影响 ＞100 
 
1.3 生物处理方法 
1.3.1 生物处理技术的优点 
工业过程排放的废水水量大，而重金属浓度却比较低，这就给常规处理带来
困难，不是处理达不到排放标准，造成二次污染，就是处理费用过高，超过企业
负担。而生物处理法在处理低浓度金属废水时有其自身的优势： 
1、与其它过程相比，在处理 1～100 mg L-1 的重金属废水时有着较好的金
属去除效果，易达到排放标准； 
2、二次废弃物可回收，也可焚化后去除； 
3、投资、运行费用低，原料来源广泛； 
4、选择性高； 
5、吸附剂易于再生，对环境无危害； 
6、对金属本身不造成影响，可回收一些贵重金属； 
7、pH 值和温度范围宽 [2,3,5,6,9,10,11,12,13,14]。 
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1.3.2 生物修复机理 
生物吸附(biosorption)、生物富集(bioaccumulation)、生物还原(bioreduction)、
生物沉淀(biopredition)、植物修复(phytoremediation)等几个方面均属于生物修复
的概念。生物修复(bioremediation)指运用生物材料对被污染的土壤、水系、生态
环境进行处理，使之恢复自然特性，不对环境及人类健康造成伤害[1,15,16]。生物
对重金属的作用可分为生物吸附与生物富集两个过程：主动传送机制与被动传送
机制[13]。生物富集即主动传送机制，指细胞生命活动中，通过新陈代谢，主动地
运送金属离子，这一过程需要耗费能量，因而只能在活体细胞中发生。生物吸附
即被动传送机制，指的是细胞的不同部位对重金属元素的络合、螯合、离子交换、
转化、吸附和无机微沉淀等被动吸附，无论在活体细胞或死细胞中都可以进行。
因而，主动传送机制又可称为新陈代谢机制；被动传送机制又可称为非新陈代谢
机制[3,10]。 
微生物细胞在去除水相中重金属的机制，还可依据去除重金属时的结合部位
的不同分为： 
 ⑴ 胞外沉淀； 
 ⑵ 细胞表面吸附，包括沉淀、物理吸附、配位络合、离子交换等； 
 ⑶ 胞内富集，主要依赖膜运送[15]。 
两种分类有互相交叉的部分，新陈代谢机制主要指通过细胞膜的运送及沉
淀；非新陈代谢机制则包括沉淀、物理吸附、配位络合、离子交换[3]。 
细胞膜运送过程通常与新陈代谢过程密切相关。活细胞的膜运送机制一般认
为包括 2 个步骤：细胞壁表面的独立键合与依赖新陈代谢机制的细胞摄入[3]；金
属离子通过细胞膜运送到细胞内部。  
物理吸附过程一般认为与范德华力相关[3]。 
离子交换过程主要依赖细胞壁组分。微生物细胞壁可以避免生物体受外界伤
害，又可控制细胞内原生质与外界环境间的物质交换。微生物细胞壁主要是由多
糖组成，细胞壁上存在离子交换的补偿离子，其中弱酸羧基 R－COO-是主要的
交换位点。溶液中的金属离子与对应的细胞壁上的补偿离子进行交换，使金属在
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细胞壁表面富集[3,5]。 
配位络合指细胞表面活性基团与金属交联后产生络合物。 
沉淀：从前面的分类来看分为两种。与新陈代谢机制无关的沉淀，主要是由
于金属与细胞表面的化学交联；与新陈代谢机制有关的沉淀，它与微生物的积极
防御体系有关，当痕量金属元素存在时，微生物分泌出一些组分将之包裹沉淀，
使之不危害微生物的正常生理活动[3]。 
实际过程中，活性微生物对金属的吸附富集是同时进行的，而活体及死亡微
生物细胞的非新陈代谢机制中的几个方面也是相互作用，相互影响的。Nathan 
Yee 等的研究表明，革兰氏阴性菌及阳性菌的 Cd2+键合作用主要发生在羧基上
[17]。金属阳离子可被微生物吸附是因为细胞表面存在负电荷位点，而细胞壁上的
功能基团：羧基 R－COO-、羟基 R－O-、磺酸基 R－SO42-、胺基 R－NH2-以及磷
酸基 R－PO43-都对细胞的金属摄入有影响，均是细胞壁上阴离子与金属离子的键
合位点[5,17,18,19]。 
1.3.3 生物材料及吸附量 
表 1－4 列出了一些野生微生物对重金属离子 Cd2+的吸附。 
如表所示，对于处理低浓度的 Cd2+废水，生物法具有优势。但生物量的摄入
并不是一成不变的，它与环境的 pH 值、初始离子浓度、生物量浓度有密切关系。 
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